@ BUNDESREPUBLIK 
OEUTSCHLAND 




© Offenlegungsschrift 
® DE 4216 696 A1 



DEUTSCHES 
PATENTAMT 



Qy Aktenzeichen: 
(g) Anmeldetag: 
® Offenlegungstag: 



P42 1 6 696.9 
20. 5. 92 
28. 10. 93 



© Int. CI 5; 

G 01 N 33/53 

G 01 N 33/533 
G 01 N 33/58 
G 01 N 21/64 
G 01 N 27/416 
G 01 N 1/28 



CD 
O) 
CO 

C0 
CM 

UJ 

Q 



@ Innere Prioritat: @ (§) @ 
10-04.92 DE 42 12 148.5 

@ Anmelder: 

Deutsche Aerospace AG, 80804 Munchen, DE 



@ Erfinder: 

Cammann. Karl, Prof. Dr., 4400 Munster. DE 



Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 



® """^ y'^'n';'? Empfindlichkeits- und Selektivitatssteigerung bei Immuno-Assavs 

Molekul-Rezeptor-DNA-komplementar-DNA. und Gast-Wirtsrnolekul Wech^^^ 
@ Verfahren rur DurchfOhrung besonders empflndlicher Im- 

muno-Assays und weiteren Assays, die auf Molekul-Rezep- 

tor-, DNA-komplementar-DNA Strang- sowie Gast-Wirts- 

molekul-Wechselwtrkungskraften beruhen, mit 

schnellen und repetltiven Messungen der Stromstarke oder 

des Fluoreszenzlichtes und Doppelmessung und Vergleich/ 

Quotientanbildung in nnindestens zwei MeBzonen bzw Kafi- 

bnerung analog der Methode des inneren Standards, unter 

Verwendung stabHer redox- oder IR-fluoreszenzmarkierter 

Analytmolekule bei I mmu no -Assays und ahnlichen Assays 



PROBE 



CO 
O) 
CO 

CO 
CM 



UJ 

Q 



oszitlierende 
Fluoreszenz- 
messung 



elekfrochemtsche 
Planarzelle 
aufgepreOr 




Saule / Kartusche 
mit poly- od monoklonalen 
Antikorpern, die mit 
markierten Analytmolekulen 
abgesaftigt sind 



Anreicherungs- /Bmdungszone 



AbfluH 



Die folgenden Ang.ban .ind den vom Anmelder elngerelchten UnteH.g.n entnommen 

BUNDESDRUCKEREI 09 93 308 043/435 



27/54 



1 

Beschreibung 



DE 42 16 696 Al 



Die Erfindung richtet sich auf ein allgemein anwend- 
bares Verfahren, das aus einer Kombination ausgewahi- 
ter Schritte besteht und Vorrichtungen fiir extrem emp- 5 
findliche und ungest6rte Konzentraiionsbestimmungen 
beliebiger Antikdrper-Antigenpaare komplcmemarer 
Molekul-Rczeptorpaare, komplementarer DNA-Stran- 
ge sowie selektiver Gast-AVinsmolekulpaare. Femer 
betrifft sie eine Vorrichtung zur Empfindlichkeits- und 10 
Selektivitatssteigerung bei I mmuno- Assays, MolekOl- 
Rezeptor-, DNA-kompiementar-DNA und Gast-Wirts- 
molekiil-Wechselwirkungs-Assays. 

Die quantitative Analyse kompiexer Stoffgemische 
unter Ausnutzung der sehr selektiven Antikorper-Anti- 15 
gen-Bindung (Schlussei-SchloB-Prinzip) und der DNA- 
Paarbildung bei den sog. DNA-Sonden ist in der Bioche- 
mie und klinischen Chemie eine etablierte Analysenme- 
thode und dementsprechend weit verbreitet Meist wer- 
den kompetitive Tests mit markierten Antigenen, Ami- 20 
korpern oder DNA-Molekiilen benutzt Beim Radio- 
Immuno-Assay (RIA) ist das der Mefildsung zugesetzte 
Antigen (bzw. das Antikorpermolekul bei der Sand- 
wich-Methode) radioaktiv markiert Beim Enzym-Im- 
muno-Assay (EIA oder das heterogene Enzym-Linked- 25 
Adsorbend-Assay, ELISA) ist an den betreffenden Mar- 
kermolekulen ein sog. Marker-Enzym gebunden. Diese 
markierten Molekule konkurrieren mit den zu messen- 
den, unmarkierten Molekulen (zu bestimmender Stoff 
« Analyt) um die Bindung an den meist tragergebunde- 30 
nen Antikbrper (bzw. DNA-Sequenz), so daB sich die 
unbekannte Menge Antigen (DNA-Art und Menge) be- 
stimmen laBt, wenn zum Vergleich ein Test mit einem 
Antigen (DNA-MolekQl) bekannter Konzentration 
durchgefuhrt wird. Die MeBsignale sind bei dieser Me- 35 
thode umgekehrt proportional zur Konzentration. Bei 
den sog. Sandwichtests werden markierte AntikGrper 
benutzt. Diese binden sandwichartig an Antigenmoleku- 
le an. die ihrerseits zuvor konzentrationsabhangig an 
tr^gergebundene Antikorper gebunden sind. 40 

Die sehr spezifische Bindung zweier komplementarer 
Molekule erlaubt naturlich auch umgekehrt die quanti- 
tative Bestimmung des groBeren Partners (Antikdper-, 
Rezeptor-Analyse resp, des komplementaren DNA- 
Molekais (oder Bio-Oberflache), welches mindestens in 45 
einem Teilbereich eine komplementare DNA-Sequenz 
zur markierten Sequenz aufweist) und sind daher die 
wichtigsten biochemischen Analysenverfahren. Nach- 
dem es inzwischen moglich ist, auch fur kleinere Mole- 
kule (Haptene) monoklonale Antikorper in beliebigen 50 
Mengen zu produzieren, werden diese immunolo- 
gischen Methoden auch fur die Umweltanalytik zuneh- 
mend bedeutsam. Beispielsweise kann man unter Ver- 
wendung monoklonaler Antikorper fiir die verschiede- 
nen Dioxine die gesamten Analysenkosten dadurch er- 55 
hebiich senken. dafl nur bei positivem Ergebnis des im- 
munologischen Tests die sehr teuere GC-MS Analyse 
durchgefuhrt werden muB (Screening). 

Die inzwischen traditionellen immunologischen Be- 
stimmungsverfahren (RIA und EIA bzw. ELISA) weisen 60 
erhebliche Nachteile auf, die hiniangiich bekannt sind 
Entweder treten wegen der Verwendung radioaktiven 
Materials Entsorgungs-, Versand- und Lagerprobleme 
auf Oder man muB mit einer Beeinflussung der immuno- 
logischen Reaktion durch das meist, verglichen zum re- 65 
lativ kleinen AntigenmolekUl, volumindse Enzymmole- 
kai rechnen. Enzym markierte Antigen- oder Antikbr- 
pcrmolekOle (bzw. eines der Partner von Molekul- Re- 



zeptor-, Gast-Wirtsmolekul-, DNA-kompiementar 
DNA-Wechselwirkungsmcthoden) weisen alle Nach- 
teile enzymatischer Verfahren auf. Die Lebensdauer des 
Enzyms ist begrenzt und die enzymatische Reaktion 
(Biokatalyse) kann bei unbekannten Umweltmatrices 
durch Inhibitoren oder Enzymgifte (z. B. Schwermetal- 
le) empfindlich gestort werden, so daB falsche Ergebnis- 
se auftreten. Meist muB die enzymmarkierte Verbin- 
dung aus Stabiliiatsgrunden kuhl gelagert werden. We- 
gen dieser abnehmenden Aktivitat sind zusatzliche Kaii- 
brierschritte erforderlich und die GLP-Richtlinien (Gu- 
te Labor Praxis), die bei quantitativen Analysen einge- 
halten werden mlissen, erfordern durch Ruckstellpro- 
ben eine Menge der teureren enzymmarkierten Verbin- 
dungen. Auch ist eine Phasentrennung erforderlich, ein 
Substrat muB zugegeben werden, wodurch die Handha- 
bung sehr kompliziert wird. Die erforderiichen Arbeits- 
schritte benotigen i.d.R. einige Stunden. Ohne Phasen- 
trennung laufen die sog. homogenen Enzym- Immuno- 
Assays (EMIT) ab, die kompetitiv arbeiten und sich nur 
fiir kieine Antigenmolekule eignen. 

Ober eine einfache und allgemein anwendbare analy- 
tisch-chemische Ausnutzung selektiver Molekul-Rezep- 
tor Wechselwirkungskrafte. DNA-Paarbildungsreaktio- 
nen sowie der gleichermaBen selektiven Gast-Wirtsbe- 
ziehungen der supramolekularen Chemie zum Zwecke 
einer quantitativen Bestimmung oder gar zum Aufbau 
von entsprechenden Sensoren existieren nur wenige 
Vorarbeiten. 

Der vorteilhafte Aufbau eines einfachen und preis- 
werten elektrochemischen MeBsystems, das in Form der 
Potentiometrie oder Amperometrie den geringsten ap- 
parativen Aufwand erfordert, scheitert in der Regel dar- 
an, daB der zu bestimmende Stoff (Analyt) nicht als po- 
tentialbestimmendes Ion, sondern als neutrales Molekul 
vorliegt bzw. nicht elektrochemisch selektiv umgesetzi 
werden kann. Die Verwendung optischer Methoden 
(Spektralphotometne, Fluoreszenzmessung, Ellipsome- 
trie, Surface Plasmon Resonance Spektroskopie, Me- 
thode der evaneszenten Welle, usw.) zur Erfassung der 
obenerwahnten spezifischen MolekQl-Wechseiwirkun- 
gen ist beschrieben worden. Einige konnen die immuno- 
logische Reaktion auch ohne markierten Partner auf- 
grund der Anderung des Brechungsindexes an einer 
Phasengrenze erfassen, haben aber groBe Probleme bei 
kleinen Analytmolekulen (wie in der Umweltanalytik 
ubiich) im Spurenbereich ( < 1 ppm), da die nicht spezi- 
fische Bindung von storenden Begleitstoffen, die sogar 
meist in einem groBen OberschuB neben dem Analyten 
in einer realen Probe mitanwesend sind, empfindlich- 
keitslimitierend ist 

Optische Verfahren mit den ublichen Fluoreszenz- 
markern, die eine Anregungswellenlange im UV oder 
sichtbaren Bereich erfordern, benotigen einen hohen 
apparativen Aufwand, der einer weitverbreiteten Routi- 
neanwendung im Wege steht. Der Aufwand zur Stabiii- 
sierung der Lichtquelle, zur Monochromatisierung mit- 
tels eines streulichtfreien Monochromators. zur Vermei- 
dung von Fremdlichteinflussen, zur Empfindlichkeits- 
steigerung etc. erfordert apparative Aufbauten, die sehr 
komplex und damit teuer sind AuBerdem werden neben 
den fluoreszierenden Moiekulgruppen des Markers 
auch viele Stoffe in typisch biologischen Matrices mit- 
angeregt (z. B. Tryptophan u. a,), so daB ihre Fluores- 
zenz nicht von der des Markcrmolekuls unterschieden 
werden kann, was die Nachweisgrenze extrem ver- 
schlechtert, Lediglich die Markierung mittels spezieller 
Fluoreszenzmarker, die nach der Methode der zeitver- 
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z6genen Fluoreszenz arbciica kann diese Probleme 
umgehen, Diese Methodc bcndtigt abcr teurere Gerite 
und wird prakiisch nur mittels sog. Enhancement- 
Schritie zur Steigerung dcr Empfindlichkeit durchge- 
fiihrt, was aber einen zusatzlichen Arbeitsgang bedeu- 
tet. 

In dcr deutschcn Patentanmeldung DE 39 16 432 Al 
von 1990 wird cin potcniiometrisches Verfahren zur 
Detcktion ciner Immuno-Reaktion zwischcn unmar- 
kienen kompiemeni4ren Partnem bcschrieben, welches 
aber ebenfalls bei kleincren Analytmolekulen in cinem 
Bercich unter 1 ppm anwendbar ist 

Bei Immuno-Assays, die wie die Affinitatschromato- 
graphie bcirieben werden und bei denen eine Verdran- 
gungsreaktion mit einem markienen Analytmolckiil 
ausgenuizi wird, beschreibt der Stand der Technik bis- 
her nur Messungen mittels DurchfluBmeBzellen, bei de- 
nen die Wechselwirkungszeit ( - reine MeBzeit) mit den 
messenden Gr66en (Licht, Strom etc), durch die Strd- 
mungsgeschwindigkeit vorgegeben, relaiiv kurz (nur 
wcnige Sekundcn) isL Eine derartig kurze Mefizeit er- 
laubt vor allem bei DurchfluBmessungen keine hohe 
elektronische DSmpfung. Daher sind der eiektronischen 
Oder optoelektronischen Verstirkungstechnik durch 
das in den empfindlichsten Bereichen stark abfallende 
SignaJ-zu-Rausch-Verhaltnis (S/R-Verhaltnis) Grenzen 
gesetzL Ebenfalls unmoglich sind bei dem schnellen 
Durchstrdmen der markienen Substanz durch den 
DurchfluB-Deiektor Wiederholmessungen, die sich bei 
Mittelwertbildung Shnlich positiv auf das S/R-Verhalt- 
nis auswirkcn. Dariiber hinaus bendtigen Wiederhol- 
messungen einen Bezugspunki, d, h. eine Untergrund- 
messung (Blindwertmessung oder engl blanc valued die 
eine enisprechende Vorrichtung verlangL 

Ober eine einfache und quasi automatische Abtren- 
nung der ebenfalls aus der immonologischen Reaktions- 
zone austretenden Probenmatrix mit storenden Kom- 
ponenten wird auBer im Zusammenhang mit den hete- 
rogenen ELISA-Techniken, die einen zusatzlichen Ab- 
trennungsschritt vorschreiben, im Stand der Technik 
nichts berichtei. Dies ist aber fur richtige Messungen 
von zentraler Bedeutung und unabdingbare Vorausset- 
zung bei repetitiven Messungen, bei denen sich natur- 
lich Fehlmessungen ebenfalls addieren. 

Eine Gleichstellung von Immunoreaktionen mit Re- 
zeptorreaktioncn bzw. DNA-Paarbildung und molekul- 
erkennenden Gast-AVirtsmolekul-Einlagerungen be- 
ziiglich der erfindungsgemaBen, allgemein gultigen, sen- 
sorisch ausnutzbaren Anordnung wurde bishcr nicht be- 
schrieben, da die Markierung mit einem voluminosen 
Enzym diese selektiven Bindungsreaktionen sehr stark 
behindert (sterische Behinderung). Dies ist bei den rela- 
tiv kleinen Redox-Systemen oder IR-fluoreszierenden 
Molekulen nicht der Fall. 

Es besteht daher cin BedOrfnis fur cin generell an- 
wendbares Verfahren und eine Vorrichtung, die die be- 
kannten Nachteile der direkt anzeigenden und auch der 
mit markierten immunologischen Partnern ablaufenden 
Verfahren (alle derzcitigen Immuno- Assays) vermeidcL 
Die Aufgabe der Erfindung, die Empfindlichkeit zu 
erh^Jhen bei gicichzeiiiger Verminderung der bekann- 
ten Querst^rungen aller traditioneUcn Immuno-Assays 
und ihnlicher Verfahren, wird errcicht insb. durch die 
ausgewahlte Kombination von mehrercn Verfahrcns- 
schrittcn gemlB Anspruch 1. 

Zur Erzielung der geforderten extrcm niedrigen 
Nachweisgrenze im Spurenanalysenbereich werden er- 
findungsgemafl anstelle der anfailigen und ungenauen 



enzymatischen Signal- Versiarkungsmethoden repeti- 
tierbarc elektrochemische und optische Meflmethoden 
zusammen mit einer speziellen eiektronischen Signal- 
aufbereitung (Signal-Mittclwcrtsbildung) und entspre- 
5 chenden Mcflanordnungen angewandt. 

Der zu bestimmende Immuno- Partner (Antigen oder 
Antikorpcr, Molekiil oder dazugehbriger Rezeptor, 
Gastmolekul oder dazugehoriges Wirtsmolekul, DNA- 
Sirang und dazugchorige komplementare Sequenz) 
10 wird bei dem erfindungsgemaBen Verfahren eniweder 
mil emem stabilen Redox-System oder einer stabilen. im 
Infrarotbereich (> 700 nm) fluoreszierenden Verbm- 
dung haltbar (z. B. kovalent gebunden) verbunden. Die 
Auswahl dieser beiden Marker-Molekulsorien erfolgte 
15 nach umfangreichen Vorvcrsuchen und an Hand be- 
stimmter Kxiterien, die hiermit offenbart werden. Als 
Redox-Systeme eignen sich vorzugsweise anorganische 
Oder organischc Systeme mit hohen Standardaustausch- 
siromdichten an inerten Metallelektrodea Bei den 
20 Fluoreszenz-Markem sind MoIekQle, die mit preiswer- 
ten Laserdioden zur Fluoreszenz im fernen Infrarot (> 
800 nm) angeregt werden konnen, die vorteilhaftesten 
Markermolekule. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist einfacher, emp- 
25 findlicher, schneller, richtiger und daher letztendlich 
auch preiswerter als alle bisher beschriebenen Immuno- 
Assays. Vorteilhafter ist auch die direkte, extrem emp- 
findliche und schnelle Erfassung von kleineren Antige- 
nen, die nach den obenerwahnten Offcnlegungsschriften 
30 mit den dort beschriebenen Verfahren nur mangelhafi 
Oder uberhaupt nicht mOglich ist. Gerade hier existiert 
aber ein groBer Anwendungsbereich fur die neue Mole- 
kulanalytik (Schadstoffanalytik) vor allem im Bercich 
des Umweltschutzes oder der Uberwachung von maxi- 
35 malen Arbeitsplatzkonzentrationen sowie der klini- 
schen Chemie (medizinischen Diagnose, Pathologic, Ge- 
richtsmedizin). 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann unterschied- 
lich durchgefuhrt werden: 
40 In einer vorteilhaften Version wird das markierte 
Anaiytmolekul zuvor an dem immobihsierten Partner 
gebunden. Das unmarkierte Anaiytmolekul in dcr Probe 
verdrangt bei Kontakt mit den gebundenen, markierten 
Partnem sein markiertes Gegenstuck (redox- oder fluo- 
45 reszenzmarkiertes Antigen- oder AntikdrpermolekOl -= 
markiertes Anaiytmolekul) aus der Oberflachenbin- 
dung, welches dann durch eine Flussigkeitsstromung 
wegtransportiert wird. 

In einer andcren Version wird der Probe das markier- 
50 te Anaiytmolekul in einem bekannten Verhaitnis zuge- 
setzt und man laBt die Mischung mit den immobilisier- 
ten Immuno- Partnern (worunter alle obenerwahnten 
komplementaren Systeme zu verstehen sind) in Wech- 
selwirkung tretcn. Je nach dcr Konzentration des Ana- 
55 lyten werden unterschiedliche Mcngen des markienen 
Analytmolekuls kompetitiv gebunden, wobei eine um- 
gekehrte Relation besteht Bei beiden Versionen wer- 
den die nichtgebundenen oder freigesctzten markienen 
AnalytmolekUle auf kleinstem Raum wieder mittels des 
60 betreffenden immunologischen (komplementaren) Fan- 
ners, der immobilisien oder drtlich begrenzt und fbciert 
vorliegt, gcsammclt, aufkonzentrien und durch Spulen 
von anhaftender Probenmatrix gcreinigt 

Bei der erfindungsgemaBen Vorrichtung, bei der eine 
65 elektrochemisch und optisch zuganglichc Oberflache 
vorliegt, kann aber auch der Tcil Vcrmessen werden, 
der nicht der Eluatsammlung cntspricht Beim kompcti- 
tivcn Test, bei dem die Oberflache der Vorrichtung vor 
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IConiakt mit der Probe mit immobilisienen Partnermo- 
lekalcn bedeckt ist, die mit ihrem markierten Komple- 
mcnUrmolckul abgesiitigt sind, kann auch die Abnah- 
me der Intensit&t der Markierung gemessen werden, die 
der Analytmenge proportional ist Bei dem anderen 5 
kompetitiven Test, bei dem markierte und unmarkierte 
Analytmolekule zusammen zu den immobilisierten 
Komplementarmolekulen, die freie Bindungsstellen ha- 
ben, zugesetzt werden, ist die Zunahme an markierten 
Molekiilen in diesem Oberflachenbereich der Konzen- 10 
tration des Anaiyten umgekehrt prop>ortional. Hier ist 
die Menge der markierten Molekuie. die die immunoge- 
nc Zone ungebunden passieren. der Analytmenge direkt 
proportional. Bei der Messung zuganglichen OberflS- 
chen kann man also bei einer derartigen immunolo- 15 
gisch-analytischen Vorrichtung das Anaiysenergebnis 
doppelt (redundant) erhalten, Diese zweifache Bestim- 
mungsmogiichkeit ist neu und verbessert die Zuverl^s- 
sigkeit des gesamten Immuno-Assays erheblich. Fehler 
und Storungen konnen durch die mangeinde Oberein- 20 
stimmung dieser beiden MeBwerte sofort erkannt wer- 
den. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren lauft auf eine Dop- 
pelbestimmung des Anaiyten hinaus. Die Abnahme der 
Qber die immunogene Zone integrierten Signalintensitat 25 
(konzentrationsproportional) muB bei einem Verdran- 
gungsassay der betreffenden Zunahme in der "Molekul- 
fanger^-Zone entsprechen (s. Abb. 2). Analoges gilt auch 
fur die Methode, bei der das markierte Analytmolekul 
vor jeder Analyse der Probe in einem bekannten Ver- 30 
haltnis beigemischt wird. Durch ein Auffangen der 
nichtgebundenen markierten und unmarkierten Analyt- 
molekule in einer speziellen Fangerzone laBt sich aus 
der dort meflbaren Konzentration an markierten Ana- 
lytmolkulen direkt auf die Konzentration der unmar- 35 
kierten Analytmolekule, die in der Probe vorliegen, 
schlieBen. Je hoher die Konzentration an markierten 
Analytmolekulen nach dem Durchstromen der immun- 
ogenen Zone, desto hoher die Analytkonzentration in 
der Probe. 40 

Ein weiterer Vorteil (empfindlicher und ungestorter 
als bisherige Verfahren auf nichtenzymatischer Basis 
der Erfindung) ist die Abtrennung der nicht spezifisch 
gebundenen Matrixsubstanzen vor der eigentlichen 
Messung sowie die Sammlung oder Anreicherung der 45 
markierten Molekule auf einer flachen OberflSche, auf 
der unmarkierte PartnermoIekQle mit freien Bindungs- 
stellen fest angebunden sind, so daB sie die markierten 
Partner, die den anderen immunologischen Bindungsbe- 
reich ungebunden durchlaufen haben oder dort durch 50 
den unmarkierten Anaiyten freigesetzt (aus der Bindung 
verdrangt) wurden, spezifisch anbinden. Die auf einer 
flachen Oberflache angebundenen markierten Analyt- 
molekule, deren Menge nach Kalibration eine Informa- 
tion Qber die in der Probe vorliegendcn (unmarkierten) 55 
Analytmolekule erlaubt, konnen dann, je nach Art der 
Markierung, elektrochemisch oder optisch bestimmt 
werden, wobei sowohl lange MeBzeiten mit hoher 
D^mpfung als auch zyklische oder repetitive Messun- 
gen mit elektronischer (oder rechncrgestutzter) Mittel- 60 
wertbildung moglich sind Nach den Gesetzen der Stati- 
stik laBt sich durch N Messungen das Signal-zu-Rausch- 
Verhaitnis um den Faktor Wurzel-N verbessern. 

Anstelle der spezifisch bindenden Immuno-Panncr- 
Molekule mit freien Bindungsplatzen als selektive "Mo- 65 
lekUlfSnger** nach der primSrcn kompetitiven Immuno- 
Reakiion k6nnen auch andere Sammelphasen verwen- 
det werden. Bei iipophilen Analytmolekulen reicht dazu 
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eine zu durchstromende Zone, die mit Ol oder Wachs 
(oder PVC plus Weichmacher o. a.) getrlnkt ist, aus. 
Alternativ kann dafOr auch ein Material verwendet wer- 
den, daB in der reversed phase Chromatographie ublich 
ist (z. B. RP-18 stationare Phase). Das letztere bietet sich 
insbesonderc an, wenn ionisch vorliegende Analytmole- 
kule festgehalten werden sollen. Hier gibt man der 
FlieBIosung ein entsprechend geladenes, lipophiles Ge- 
genion zu. Dadurch kommt es zu einer lonenpaarbin- 
dung im Ol oder Fett, welche eine Erschwerung der 
Passage der markierten Analytmolekule durch diese 
MolekUlfangerzone bewirkt, Sie werden sich bei einer 
stromenden Tragerl6sung gegen Ende der lipohilen Zo- 
ne anreichem und kannen so der empfindlichen Mes- 
sung zuganglich gemacht werden. 

Eine besonders einfache und elegante Vorrichtung 
stellt im Zusammenhang mit der Erfindung die Verwen- 
dung von teststreifenahnlichem chromatographischen 
Material dar. Hier kann sowohl die Papierchromatogra- 
phie (erweiten um die Membranfiltermaterialien auf 
Celluloseacctat, -nitrat o, a. Basis) als auch die Dunn- 
schichtchromatographie Material-Lieferant sein (s. 
Abb. 2). Die Produktion der erfindungsgemaBen Vor- 
richtungen geschieht denkbar einfach und rationell. Im 
Bereich der umweltanalytischen Anwendung des hier 
offenbarten Verfahrens werden die entsprechenden 
poly- Oder monoklonalen Antikorper bzw. Fab-Frag- 
mente mit Hilfe bekannter Bindungstechniken (kovalen- 
te Immobilisierung mitteis Spacermolekule und Fc-Teil 
bindenden Komponenten) richtig orientiert (Bindungs- 
stellen nach auBen) auf liber 75% der Teststreifenflache 
aufgebracht. Nach Fucierung dieser analyterkennenden 
Makromolekiile auf der Teststreifenoberflache wird der 
Anfangsbereich in eine Losung getaucht, die nur mar- 
kierte Analytmolekule enthalt. Dadurch werden alle 
Bindungsstellen mit diesem markierten Analytmolekul 
abgesattigt. Die Lange dieser immunogenen Zone ent- 
spricht dabei der GroBe des MeBbereichs. Danach wird 
griindlich gespult, um rein adsorptiv gebundene, mar- 
kierte Analytmolekule zu entfemen. Der Rest des Tests- 
treifens enthalt nunmehr die analyterkennenden Anti- 
korpermolekule (oder bei den anderen analogen Reak- 
tionen, die entsprechenden DNA's oder WirtsmolekOle) 
mil freien Bindungsstellen und dient als Molekulfanger 
fur die spatere Messung. Zum AbschluB dieser Sammel- 
zone kann vorieilhafterweise eine dunne Zone mit Dia- 
lysier-Eigenschaften verwendet werden. 

Dadurch wird erreicht, daB der flieBende Grundelek- 
trolyt (durch die Art der Antikorpermolekule bestimmt) 
zwar diese Zone passieren kann, die grdBeren markier- 
ten Analytmolekule aber zuruckgehalten werden und 
dadurch in einer extrem kleinen Zone auch angereichert 
werden. Diese Anordnung kann auch in durchsichtigen 
Glasrohren oder preiswerteren Plastikrohren, gcfullt 
mit dem betreffenden chromatographischen Material, 
durchgefuhn werden. Falls diese Rohre mit der Dialy- 
siermembran abgeschlossen wird, kann man auch auf 
andere Sammeizonen verzichten. Hier mufl nur der un- 
gehinderte Zugang der optischen Strahlengange garan- 
tiert werden, die hier vorzugsweise nicht seitlich der 
Rdhre, sondern axial angebracht werden. Bei redoxmar- 
kierten Analytmolekulen wird diese Dialysierfolie de- 
moniierbar angebracht, so daB deren Inncnseite mit den 
aufgesammelten, markierten AnalytmolekOlen, die in 
der primiren Immunozone analytproportional freige- 
setzt worden sind, der planar en elekirochemischen Zel- 
le zuganglich gemacht werden. Selbstverstandlich kann 
letztere auch zuvor durch mikroclektronische Methode 
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fcsi auf die Inncnseiie der Dialysierfoiie aufgebracht 
sein. 

Die Elektrodenflachen sind miniatuhsien und erfor- 
dem nur minimale Edelmetallmengen, so daD auch in 
diesem Fail die Priifrohrchen-ahnlichcn Gebilde nach 
eincr Messung verworfen wcrden kCnnen. Die R6hre- 
nanordnung erfaBt wegen der grbBeren Menge an im- 
mobilisierten analyterkenncnden und -bindenden Anii- 
kbrpermolekulen einen groBeren Konzenirationsbe- 
reich des Analytcn, d. h. die Kaiibrierkurve geht sp^ter 
ais bei den planaren Anordnungcn in einen Sittigungs- 
bereich Qber. Die Auswertung kann auch uber die ver- 
dringten Strecken (oder integriert davon) erfolgen (s. 
Abb. 2). Dazu kann ein preiswcrter Laserdioden-Scan- 
ncr vcrwendei werden. 

Zur Anreicherung der freigesetzten oder nicht gebun- 
denen markierten AnalytmoiekUle kann sowohl bei der 
Verdringungsmethode als auch beim kompctitiven Ver- 
fahrcn (jcweiliger Zusatz von markierten Analytmole- 
kiilen zu Beginn des Assays) auch cine freie Endzone der 
oben erlauterten Anordnungen dienen, bei der aber das 
Losungsmiitel verdampft Die ausgewihlten, stabilen 
Redox-Marker-Moiekule sowie die IR-Fluoreszenzmo- 
lekule vertragen dabei auch Temperaturcrh6hungen. 
Bei Antik6rpervertragiichkeit lassen sich auch leichier 
verdampfbare Lasungsmittel zu Effizienzsteigerung 
verwenden, wobei auch eine Zudosierung nach der pri- 
maren immunogenen Zone moglich wird. Wichtig ist, 
daB die Verdampfung zur Konzentrierung der Marker- 
molekule auf eine kleine Zone (Bereich) beschrankt 
wird. Weil dadurch das Losungsmittel die zu detektie- 
renden Molekule dorthin transportiert bevor es ver- 
dampft und seine Transportfracht dort zuriick l^Bu Die 
Abb. 1 bis 2 verdeutlichen anhand von Skizzen die ver- 
schiedenen Anordnungsmoglichkeiten. 

Die erfindungsgemSB optimierte elektrochemische 
MeBmethode stellt eine zyklische Voltammetrie in Ver- 
bindung mit einem stabilen Redox-System dar, wobei 
sich letzteres von alien mogiichen dadurch auszeichnet, 
daB es eine besonders hohe Standardaustauschstrom- 
dichte besitzL Die zyklische Voltammetrie garantiert 
bei Diinnschicht-MeBzellen, dafl nettomaBig keine 
MeBsubstanz elektrochemisch umgeseizt, d. h. ver- 
braucht wird. Hierbei wird stets nur oxidiert und redu- 
zierL Die h6chste MeBempfindlichkeit wird erfindungs- 
gemaB dann erzielt, wenn der Potentialbereich, in dem 
die Arbeitselektrode(n) zyklisch betrieben wird, das 
Halbstufenpotential des Redoxmarkers einschlieBt 
( + /- 200 — 600 mV). Bei hohen Potentialanderungsge- 
schwindigkeiten ( > 500 m V/sec Scanrate) entstehen bei 
Arbeitselektroden > lO^m anodische und kathodischc 
Stromspitzen, die der Konzentration des Redoxsystems 
proportional sind, Je hoher die Scanrate desto groBer 
wcrden die Stromspitzen. was einer Empfindlichkeits- 
steigerung gleichkommu Werden als Redox- Marker, 
Systeme mit den hochsten Standardaustauschstrom- 
dichten (z. B. Ferrocenverbindungen, Rutheniumkom- 
plexe, Hexacyanoferrat II/III, J-/J u. a. vcrwendei, dann 
stGren nicht vollstandig abgetrennte Redoxsystem aus 
der Probenmatrix wesentiich wenigcr, wenn mit kurzen 
Zykiuszciten (schneller Spannungsrampen) gearbcitei 
wird. Die besten, reversiblcn Rcdoxsysicmc lasscn hier- 
bei durchaus tiber 1000 zyklische Voltammogramme 
pro Sekunde (1000 Hz!) zu, Restbestande von wenigcr 
reversiblcn. eventuell stftrcndcn Redoxsystemcn aus der 
Probenmatrix lassen sich elektrochemisch nicht so 
schnell umsctzcn und erzeugen daher auch kein MeBsi- 
gnaJ (StromfluB). 



Alternativ konnen andere elektrochemische Meiho- 
den angewandt werden, die zu keinem Verbrauch oder 
Nctto-Umsatz des reagicrcnden Systems fuhren, d. h. 
auch die Meihodc der Puisvoltammeirie oder der diffe- 
5 rentiellen Pulsvoltammetrie oder der Square-wave Vol- 
tammetrie sind hierzu geeignei, lassen sich aber aus 
prinzipiellen Griinden nicht so schnell zyklisch betrci- 
ben, 

Ein weiterer crfindungsgemaBer Verfahrensschritt. 

10 der vorteilhafterweise zur gewunschten exiremen Emp- 
findlichkeitssieigerung fOhri, liegt in einer speziellen 
Kompensationsmethode fur den bei schnellen Arbeits- 
elektrodenpotential-Scanraten zunehmenden kapaziti- 
ven Strom, der den Signaluntergrund bildcL Dazu wird 

15 ein computergesteuertes Auswertsystem verwendet, 
das mittels eines schnellen AD-Wandlers wie ein Scan- 
recorder arbeitcL Die Kompensation des nicht faraday- 
schen Uniergrundstromes, die ebcnfalls zur Empfind- 
lichkeitsieigerung einen entscheidenden Anteil beitrigt, 

20 kann auf zwei Arten erfolgen, die fur sich allein oder 
zusammen verwendet werden konnen. Bei Arbeitselek- 
troden mit Durchmessem uber 10 jxm wird die Kanalzu- 
ordnung des Scanrccorders bei Erreichen des Potentia- 
lumkchrpunktes ebenfalls umgekehrt, als ob mit einem 

25 X-Y-Schreiber die Spannung an der Arbeitselektrode 
gegen den flicBenden Strom (engl. C — V Diagram) auf- 
gezeichnei wurde. Da dies einer einfachen Signaladdi- 
tion gleich kommt, kompensieren sich pro MeBkanal 
(Zeiifenster oder Potential) gleich groBe anodische und 

30 kathodischc Strome. Lediglich bei den urn ca. 60 mV 
auseinanderliegenden Stromspitzen ist das nicht der 
Fall. 

Ein weiterer Schritt , der fur das Ziel dieser Erfindung 
wesentiich von Vorieil ist, ist die erst durch schnelle 

35 Wiederholmessungen ohne Verbrauch der gemessenen 
Substanz mogliche elektronische Mitteiwertbildung. 
Mit einem Signalmittelwertbildner laBt sich zusatzlich 
dabei auch noch das Signal/Rauschverhaltnis (S/R) dra- 
stisch steigern, weil man mehrcre Tausend Zyklen mit- 

40 teln kann. Da man bei reversiblen Redoxsystemcn leicht 
weit uber 100 Potentialzyklen pro Sekunde (> 100 Hz) 
durchscannen kann, ergibt sich hicr beispielsweise 
schon in einer Sekunde cine Verbesserung des Signal- 
zu-Rausch-Verhaltnisses urn den Faktor 10, Bei MeBzei- 

45 ten, die denen der Immuno-Assay-Verfahrcn mit En- 
zymmarkern entsprechen. ergeben sich Verbesserungen 
dieses die Nachweisgrenze bestimmenden S/R-Verhalt- 
nisses um mehrcre GroBenordnungen, ohne daB die 
Nachteile der empfindlichen EiweiQmolekule (Enzyme) 

50 hier storen. Das zwcite Vcrfahrcn zur Unterdriickung 
des storenden kapazitiven Stromuntergrundes bei der 
zyklischen Voltammetrie verwendet als Arbeitselektro- 
de ein Ultramikroelektroden-Array mit Einzelelektro- 
dendurchmessern von unier 10 ^m. Hier entstehen kei- 

55 ne anodischen und kathodischen Stromspitzen mehr, 
sondem eine Stromstufe mit gut ausgepragten Plateaus. 
Die Stufenhdhc ist ahnlich wie bei der Polarographie 
der Konzentration des elektrochemisch umgesctzten 
Redoxsystems (Markermolckuls) proportional. Die er- 

60 findungsgemaBc Vorrichtung verwendet hierzu eine 
planarc Array-Anordnung von ca. 2000 Einzelclektro- 
den mil 3 ^m Durchmesser, bei der die Bczugs- und 
Gegcneickirode bcreits optimicrt in die Obcrfiache in- 
tegriert vorliegt, Hier hat sich nur cine von vielen m6gli- 

65 chen geomcirischcn Anordnungen als geeignet crwie- 
sen (siehc Abb. 3), 

Die ncue Anwcndung der zyklischen Voltammetrie 
zur Erzielung extrcmer McBcmpfindlichkcitcn bei Re- 
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doxsystemen oder Markermolekulen mit Redoxgrup- 
pen ist dadurch moglich, weil durch die abwechselnde 
Oxydation und Reduktion kcin Verbrauch des MeBstof- 
fes auftritt. Eine Wegdiffusion des Redoxsystems wird 
erfindungsgemSB dadurch gelost, daB eine Dunnschicht- 5 
zellen-Anordnung gewahlt wird Hierbei werden die Ar- 
beitseiektrode(n) sowie die Gegen- und Referenzelek- 
trode gegen die mit Grundeiektrolyt befeuchtete Ober- 
flache mit den redoxmarkierten PartnermolekUlen ge- 
druckt. Gegebenenfalls k6nnen die unmarkierien Part- 10 
nermolekule, die die redoxmarkierten Moiekuie binden, 
auch direkt auf oder unmitteibar neben der Elektroden- 
oberfiache immobilisiert sein. Die Zyklisierung ist bei 
Nachweisgrenzen unter 1 ppb (Redox-System) noiwen- 
dig, denn bei solch extrem kleinen Konzentrationen 15 
miissen moglichst aile Molekiile eiektrochemisch erfaBt 
werden. Dann entspricht eine Stromstarke von einem 
^iA einer umgesetzten Substanzmenge von ca. 10" 
mol/sec. Derzeitig erlauben gute elektrochemische 
MeBzellen auch noch zuverlassige Strommessungen im 20 
nA-Bereich, was einer tausendfach kleineren Umsatzra- 
te entspricht Durch die Signalmittelwertbildung wer- 
den nunmehr Pico- und Femto-Amperstr6me meBbar, 
was zu Umsatzraten von 10~'^ resp. 10~*^ mol/sec 
fiihrt. 25 

Bei der optischen Detektion erhalt man die ge- 
wiinschte Empfindlichkeitssteigerung durch die Combi- 
nation von mehrcren, mindestens zwei VerfahrensmaB- 
nahmen. 

Als erste MaBnahme verwendet man Markermolekii- 30 
le, die im IR stark absorbieren, und im noch ferneren 
Infrarot fluoreszieren, weil dadurch der stdrende Fluo- 
reszenzuntergrund von einigen EiweiBmolekQlen (z. B. 
bei biologischen Matrices) nicht auftritt und die preis- 
werten Laserdioden als Anregungsquelle hoher spek- 35 
traler Leuchtdichte besonders vorteilhaft sind. Das 
emittierte Laserlicht erlaubt durch seine geringe Strahl- 
konvergenz besonders exakte Abgrenzungen des Mefi- 
fensters. Als weitere MaBnahme verwendet Fluores- 
zenzmarkermolekule, deren Fluoreszenz besonders 40 
langsam abklingt, so daB man diese Fluoreszenz gut von 
der schnell abklingenden der storenden Moiekuie in der 
Probenmatrix abtrennen kann. Im Gegensatz zu einer 
kommerziell erhaltlichen Anordnung, bei der einfach 
das Anregungslicht durch einen Shutter unterbunden 45 
wird, und die eigentliche Messung des Fluoreszenzlich- 
les erst nach einigen Miilisekunden (nach vdlligen Ab- 
klingen der Stdrfluoreszenzstrahlung) beginnt und uber 
eine gewisse Zeit integriert wird, geschieht die Auswer- 
tung bei dem erfindungsgemiBen Verfahren uber eine 50 
direkt und schnelier messende elektronische Beruck- 
sichtigung der langsameren Abklingzeit. Hierzu wird 
ein Lock-In Verstarker benuizt. der eine frequenz- und 
phasenselektive Verst^rkung erm5glicht. Die Unter- 
druckung der storenden Fluoreszenz mit der schnellen 55 
Abklingzeit geschieht hier durch eine geeignete Wahl 
des Phasenwinkels am MeBgerat. Vorteil dieser Metho- 
de gegenuber der Z^hlratenmethode (Photonenzah- 
lung) der kommerziellen Version ist die hdhere Emp- 
findiichkeit, weil die frequenzselektive Verstarkung nur eo 
einen Bruchteil des meist weiBen elektronischen Rau- 
schens des Photo-Empfangers verstarkt und weil bei 
haheren Licht-Chopper Frequenzen gearbeitet werden 
kann, was die Anzeigegeschwindigkeit drastisch erhdht, 
so daB auch DurchfluBmessungen. wie bei der FIA ub- 65 
lich, noch entsprechend sensitiv durchgcfuhrt werden 
kdnnen. 

Diese u. a. Vorteile werden bei der Erfindung erhal- 
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ten: 

A) eine Art Affinitaischromatographischer Saule 
Oder auch eine offene oder der optischen und elek- 
trochemischen Messung zuganglichen Oberflache 
eines beliebigen Tragermaterials mit immobilisier- 
ten Partnermolekulen zu dem zu bestimmenden 
Molekal(Analyt); 

B) eine gleichartige der Messung zug^ngliche 
''Sammeloberfiache" fur freigesetzte markierte 
Analytmolekule (im Falle einer Verdrangungsreak- 
tion auf obiger Saule oder Oberflache, die mdg- 
lichst vollstandig mit markierten immunogen ge- 
bundenen Analytmolekulen beiegt ist, durch un- 
markierte Analytmolekule); 

C) eine erfindungsgemaBe flache elektrochemische 
Meflzelle in einer aus zwei oder drei Elektroden 
bestehenden potentiostatischen Schaltung mit ei- 
ner Oder mehreren Arbeitselektroden, die eine Zy- 
klovoltammetrie im elektroaktiven Bereich des be- 
treffenden Redoxsystems (repetitive Oxidation und 
Reduktion) durchfuhrt und die in unmittelbaren 
Kontakt mit der **Sammel oberflache** oder der un- 
ter A) genannten gebracht werden kann; 

D) eine Fluoreszenzanordnung, die mittels Laser- 
dioden zur Fluoreszenz bei Emissionswellenlangen 
> 700 nm anregt und die schnell zwischen einem 
unmarkierten Untergrund und den Stellen, wo die 
optisch markierten Analytmolekule auf den betref- 
fenden Oberflachen festgehalten werden hin und 
her oszilliert (alternativ konnen auch Fluoreszenz- 
marker verwendet werden, die die Methode der 
zeitverzogerten Fluoreszenz ermoglichen, wobei 
aber hier die direkte und schnelle Messung mittels 
eines elektronischen phasenselektiven Verstarkers 
erfolgt, die ebenfalls mit Hilfe von Lichtleitern 
schnell zwischen einem unmarkierten und markier- 
ten Untergrund hin und her oszillieren kann). 

E) einen elektronischen Signalmittelwertbildner 
Oder eine computergestutze Aufaddition von Si- 
gnai-Zeit-Kurven (Zeit proportional zur Spannung 
bei der elektrochemischen Detektion oder zum 
MeBort beim optischen Verfahren). Dabei mittelt 
sich ein statistisches elektronisches Rauschen in 
den hochsten Empfindlichkeitsbereichen zu Null. 

F) Falls bei der auswertenden Messung sowohl die 
Anderung der markierten Analytmolekule in der 
primaren immunogenen Zone als auch die in der 
Sammelzone erfaBt wird, kann man neben einer 
Doppelmessung auch durch Quotientenbildung ei- 
ne Art innere Standardisierung durchfiihren. Dies 
verbessert die ZuverlSssigkeit der Messungen ahn- 
lich wie bei der internen Standardisierung von 
emissionsspektroskopischen Methoden. 

Die Oberflache mit dem immobilisierten immunolo- 
gischen Partnermolekiil zum Analyten sollte im Interes- 
se eines groBen MeBbereichs hoch beiaden sein. Auch 
muB das betreffende Molekul mit einer richtigen Orien- 
tierung (Epitop- Bereich auflen) dort immobilisiert sein. 
Dies laBt sich u. a. auch unter Zuhilfenahme eines geeig- 
net gewahlten elektrischen Feldes (oder Stromes) an der 
Phasengrenze Trageroberflache/MeBl6sung bewerk- 
stelligen. Dadurch kommt es zu einer gerichteten Immo- 
bilisierung dieser Partner, ohne daB teurc Spezialsub- 
stanzen (als Qbliche SpacermolekUle) dafur benCtigt 
werden. Die gerichtete Immobilisierung ergibt zusam- 
men mit einer hohen Immobilisierungsdichte eine hohe 
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MeQempfindlichkeit und einen groBen McBbereich Al- 
ternativ konnen die immobilisienen Pannermoickule 
aber auch durch die bekanntcn Techniken mittels Fc- 
Tei bindender Spacermolekulc (bei der im Umweltana- 
lytikbercich ubiichcn Immobilisierung von Antikorpem) 
an Trtgcrobernachen (z, B. Glas-Beads. chromatogra. 
phische stationiire Phasen, Mikrotiterplattcn etc) ange- 
bunden wcrden. 

Ais bcsondere Variante der Ausfahrungsbeispiele 
bietet sich auch Papier als preiswener Trager an. Hier 
kann sowohl laboriibliches Filterpapier ais auch Mem- 
branfilter auf der Basis von Cellulose oder andercr Ma- 
tenaiien dicnen. Auch chromatographische Dunn- 
schicht-Trager sind hierfUr hervorragend geeignet, da 
sie oberflachlich leicht zu modifizieren sind. Eine bevor- 
zugte Art smd in diesem Zusammenhang Dunnschicht- 
piatten mil oder ohne Fluoreszenzgrundmarkierung. die 
schon in ein sog. Reversed Phase (RP-Material) modifi- 
ziert wurden. Hicr gelingt die gerichtete Immobihsie- 
rung der Parmer Molekulsorte (d h. des jeweils nicht 
den Anaiyt darstellenden Partners dicser sich gegensei- 
tig bindenden komplementaren Molekaie) dann beson- 
ders gut, wenn man diesen Molekuien gezielt gegenQber 
dem Epitopbereich eine oder mehrere iangkettige ali- 
phatische Reste (C6-C25) ansynthetisiert oder bei Anii- 
korpern die gcntechnisch erzeugten Fab-Fragmente mit 
den spezifischen Bindungsstellen iipophile Moiekui- 
gruppen an der gegenuberliegenden Molekulstelle er- 
zeugen mt Die lipophilen Reste der zu immobilisieren- 
den Molekaie tauchen dann in die aliphatische Molekul- 
burste der Trageroberflache ein und werden so bei 
hochster Dichie ohne Beeintrachtigung des Bindungs- 
verhaltens fixicrt Sie konnen aber bei Denaturierung 
Oder Desaktivierung wie in der Chromatographic ublich 
eluiert werden, so daB der Trager fur eine Immobilisie- 
rung mit frischen Molekuien zur Verfiigung steht Bei 
Verwendung von Dunnschichtplatien auf Basis einer 
Aluminiumfohe laBt sich letztere auch elegant bei der 
elektrochemischen Detektionsmethode ais Gegeneiek- 
trode verwenden. 

Dieser ProzeB kann auch dynamisch im Rahmen einer 
1-lieBmjektionsanalyse automatisiert werden, d. h auf 
die unbeiadene RP-Oberflache werden zunachst die zu 
immobihsierenden Molekule (ohne gebundenes Analyt- 
molekul mit Marker aber auch mit) gegeben bevor nach 
emer Spulung zum Entfernen des Oberschusses im Fall 
der unbeladenen Molekule die markierten Analytmole- 
kuie bis zur Abs^ttigung uber die Oberflache geleitet 
werden. Nach einer erneuten Spulung kann dann die 
Probe aufgegeben werden. Die Verwendung von zu- 
ganghchen flachen Oberflachen fiir die Immobilisierung 
der Partnermolekule kann einen Verfahrensschritt er- 
sparen, denn man kann die Menge der dort gebundenen 
markierten Anaiytmoiekule bei beiden Versionen (Vo- 
nmmobihsierung mit markierten Analytmolekulen und 
Konkurrenzbmdung von der mit der Probe zugesetzten 
markienen Analytmolekulen) sowohl mit der planaren 
elektrochemischen MeBzelle (durch einfaches Aufpres- 
sen auf die Obcrfiache) als auch mit der optischen Huo- 
reszenzmethode leicht bestimmen ohne eine zusStzliche 
Sammeloberflache zu benutzen. 

Bei beiden Detektionsmethoden ist es wichtig, dafl 
storende Stoffe aus der Probenmatrw vor den eigentli- 
Chen Messungen fortgespQlt werden. Dies erfoigt durch 
reme gepuffertc EiektrolytliJsung, die sowohl die Stabi- 
hUx der BiomolckQIe untcrstQizt als auch den Grund- 
clckirolyt fur die elektrochemische oder optische De- 
tektionsan darstellt 
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Als Redox-Systeme werden bei der Erfindung diejcni- 
gen angewahlt, die an dem verwendeten Arbeiiselektro- 
denmatenal (Platin. Gold, anderes Edelmeiall) die hoch- 
sten Standardaustauschstromdichten zeigen Hierzu 
5 zahlen von alien moglichen Redoxsystemen vorzues- 
weise nur die bcsonders reversiblen Systeme, wie die 
auf der Basis von Ferrocen, Rutheniumkomplexen. He- 
xacyanoferrat (II/III). Jod/Jodid etc Besonders voneil- 
hafte Redoxsysteme haben ein Redoxpotential in der 
10 N^he desjenigen von Sauerstoff, so daB sie von letzte- 
rem mcht geston werden und man in diesem Fall die 
zykiische Voliammetrie auch ohne Incrtgasspulung 
durchfahren kann. ^' 6 

Bei der elektrochemischen Zelle laBt sich besonders 
15 vorteilhaft auch eine planare Mikroelektroden-Array- 
Anordnung emsetzen, weil bei Einzelelektrodendurch- 
messern < lO^m die Vorteile von Uhramikroelekiro- 
den auftreten. Letztere sind: Redox-Stufen statt Peaks 
im Voltammogramm, Verminderung des Verhaltnisses 
20 von kapaziiiven zu faradayschen Strom. Ruhrunabhan- 
gigkeit, quasi-verbrauchslose Messung schon ohne die 
Spannung zu zyklisieren u. a. 

Als besonders vorteilhafte MolekOlklasse fur die 
Fluoreszenzmarkierung bieten sich z. B. an Bis-isothio- 
25 cyanafDerivat von 2-(4'-chloro-7'(3"-ethyl.2"-benzot- 
hiazohnyhden)-3',5'.( 1 '"-propanediyl)- 1 ',3',5'-hepta. 
tnen-r-yi).3-ethylbenzothiazoliumbromid groBe Porp- 
hyrinringe oder geeignete Phthalocyanine an (siehe 
Abb. 4). Sie iassen sich durch die preiswerten langwelli- 
30 gen monochromatischen und fremdlichtfreien Laser- 
hchtquellen anregen und erzeugen eine Fluoreszenz in 
einem Wellenlangenbereich. wo kaum andere Molekule 
st6rea Die Verwendung von Laserdioden mit entspre- 
chenden IR-empfindlichen Halbleiterdetektoren erlaubt 
35 besonders kleine MeBaufbauten (z. B. Handmeflgerate) 
Die erfindungsgemaBen Vorrichtungen und Arbeiis- 
weisen werden anhand von Beispielen noch naher erlau- 
tert: 
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Beispiel 1 



Verdrangung des markierten Analytmolekuls vom 
immunoiogisch praparierten Oberfiachenbereich durch 
das unmarkierte Analytmolekul in der Probe: 
45 Eine vorteilhafte Ausfuhrungsform der erfindungsge- 
maBen Anordnung und des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens beruht auf einer kompetitiven Reaktion zwischen 
markienem und unmarkiertem Analytmolekiil Hier 
kompensieren sich nichtspezifische Anbindungen, da sie 
50 in beiden Fallen im gleichen AusmaB auftreten Wun- 
schenswcrt 1st femer, daB das unmarkierte Analytmole- 
kul eine etwas geringere Bindungskonstante als das 
markierte aufweist, um es effektiver verdringen zu kon- 
nen Dies 1st in der Regel der Fall, da die kovalente 
55 VerknUpfung mit einem rclativ groBen MarkermolckQl 
die Antik6rper-Antigen-(bzw. allgemein: Molekiil- 
fComplementarmolekai-) Bindung schwScht, weil sich 
beide Molekule nicht mehr optimal nShern k6nnen. 
Als Modellanalyt wurde in diesem Beispiel Humanse- 
60 rumalbumin (HSA) gewahlt. Als immobilisiertes Part- 
nermolekul wurde der dazugchbrige Antik6rper (anti- 
HSA) verwcndet Die anti-HSA Antikorper wurden mit 
den bekannten Immobilisierungstechniken an die Ober- 
nache von Sepharose-Material kieiner KorngroBe 
" iicA^! angebundcn und mit nuoreszenzmarkicnen 
H5iA belegt Ais FluoreszenzmolekQl wurde eine Euro- 
piunichelat (BCPDA) gewahlt An ein HSA Makromoie- 
kOl konntcn mehrere fluoreszierende Chelatkomplexe 
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kovalent angebunden werden (20—30). Die Europium- 
cheiatverbindung wurde in diesem Beispiel anstelle des 
IR-Licht emitiierenden Markers genommen, weil die 
hier auftretende Fluoreszenz wesentlich langsamer ab- 
klingt als die der storenden Probenmatrix (EiweiBmole- 
kiile bei biologischen Probcn). Gemessen wurde am En- 
de einer kJeinen Saule, die mit den Sepharose-Material 
und dem markiertcn Immunkomplex beladen war. Bei 
Zugabe von unmarkierten HSA wurde das mit dem 
Fluoreszenzmarker versehene von der Oberflache der 
mit HSA-Antik6rpem beladenen Scpharose-Partikel 
verdrangte HSA Molekul in einer DurchfiuBmeSzelle 
vermessen, Dazu wurde Licht der Wellenlange 350 nm 
verwendet, dessen Strahlengang durch einen optischen 
Chopper mit einer Frequenz von 140 Hz zerhackt wur- 
de. Im rechten Winkel zum Anregungslicht wurde das 
Fluoreszenzlicht gemessen. Als Lichtdetektor wurde ein 
Photomultiplier verwendet und am Lock-In Verstarker 
ein Phasenwinkel von 0" eingestellt Die Abb. 5 zeigt die 
Signale, die durch die Zugabe von unmarkiertem HSA 
gemessen werden konnen. Sie sind der HSA-Konzen- 
tration der auf die Saule aufgegebenen Probe propor- 
tional, Durch diese MeBtechnik lassen sich pro Zeitein- 
heit wesentlich mehr Proben analysieren. als mit der 
Photonenzahlung, die auch der FIA-Technik verschlos- 
sen bleibt Neben HSA konnten durch die Immobilisie- 
rung entsprechender mono- und polyklonaler Antikor- 
per auch andere Analyte, wie Atrazin oder andere 
Schadstoffe sehr empfindlich im sub ppm-Bereich mit 
hoher Genauigkeit bestimmt werden, 

Beispiel 2 

Elektrochemische Detektion von Redox-markierten 
Analytmolekulen: 

Als Analyt wurde das umweltrelevante Atrazin ge- 
wahlt Letzteres wurde durch Standardmethoden der 
organischen Synthese in 6 Stufen mit einem modifizier- 
ten Ferrocen-Molekul kovalent verkniipft Das ausge- 
wahlte, sehr reversible Redox-System muBte zuvor in 
eine wasserlosliche Form durch Anfugen stark polarer 
Seitenketten uberfuhrt werden. Die einzelnen chemi- 
schen Syntheseschritte, die — ausgehend vom kommer- 
ziell erhaltlichen Ausgangsprodukt — notwendig waren 
sind in Abb. 6 aufgefuhrt 

Die letzte Verbindung, das redoxmarkierte Atrazin 
wurde nach Reinigung sowohl fur die Verdrangungsme- 
thode als auch fur die kompetitive Methode in einem 
Atrazin-Assay eingesetzt Die entsprechenden Antikor- 
per wurden von Hock et al. in der Literatur beschrieben 
(1^). Die Abb. 7 zeigt zyklische Voltammogramme die- 
ses redoxmarkierten Atrazins in extrem hoher Verdiin- 
nung auf einer Trageroberflache. Bedingt durch den un- 
mittelbaren Kontakt des Redoxsystems mit der Arbeits- 
elektrodenoberflache und dem Nichtvorhandensein von 
andiffundierenden oder abdiffundierenden Redoxmole- 
kulen ergeben sich im zyklischen Voltammogramm 
scharfere Peaks als ublich. Dieser Effekt wirkt auch 
empfindlichkeitssteigernd. 

Beispiel 3 

Steigerung der Nachweisgrenze durch repetitive 
elektrochemische Oxidation mit anschiieBender Reduk- 
tion: 

Als reversibies Redox-System wurde Hexacyanofer- 
rat (II/III) in einem VerhSlltnis von etwa 1 : 1 gewahlt 
Die typische Nachweisgrenze fiir dieses System bei der 
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klassischen zyklischen Voltammetrie liegt im millimola- 
ren Konzentrationsbereich. Durch die Methode der 
eiektronischen Signalmittelwertbildung, die hier wegen 
der verbrauchslosen MeBtechnik angewandt werden 
5 kann, lassen sich, wie Abb. 8 zeigt, noch extrem gcringe 
Redoxkonzenirationen weit unterhalb des mikromola- 
ren (^imoi/L) Bereiches mit einem sehr guten Signal/ 
Rauschverhaltnis quantitativ bestimmen. Bei einer Zy- 
klusfrequenz von ca. 1000 Hz kdnnen beispielsweise in 
10 einer Sekunde 1000 Oxidations- und Reduktionsreaktio- 
nen durchgefUhrt werden, was bezuglich des elektro- 
chemischen Signals gleichbedeutend mit einer zehntau- 
sendfach haheren Redoxmittelkonzentration (vergii- 
chen zur Qblichen 0,1 Hz Arbeitsweise) ist oder einer 
15 entsprechend erhdhten Elektronentransferzahl ent- 
spricht, was gleichbedeutend ware mit einem Analytmo- 
lekiil, an dem eine entsprechende Anzahl von Ein-Elek- 
tronen-Redoxmolekulen angebunden wa.ren, 

20 Beispiel 4 

Unterdruckung des kapazitiven Stromanteils bei 
schnellen zyklischen Voltammogrammen durch Anwen- 
dung der zyklischen Mittelwertbildung: 
25 Bekanntlich tritt bei schnellen Potentialanderungsge- 
schwindigkeiten wegen der entsprechenden Umladung 
der Doppelschichtkapazitat an der Arbeitselektroden- 
Grenzflache ein sog. kapazitiver Strom auf, dessen Gro- 
Be leider proportional zur Anderungsgeschwindigkeit 
30 ist, so daB eigentlich eine extrem schnelle Zyklusge- 
schwindigkeir bei der zyklischen Voltammetrie ausge- 
schlossen sein sollte, weil dieser Anteil den des betref- 
fenden Redox-Peaks (faradayscher Strom) bei weitem 
ubersteigt und zu Voltammogrammen fuhrt, wie sie in 
35 Abb. 9 dargestellt werden, FUhrt man hingegen bei Ma- 
kro-Arbeitselektroden die Spannungskoordinatenwerte 
ahnlich wie bei einem X-Y-Schreiber riickwarts zahlend 
auf die einzelnen Digitalkanale des Mittelwertbildners 
Oder Scan-Recorders mit dieser Vorrichtung, so fiihrt 
40 die Umkehrung des Vorzeichens der Stromstarke bei 
der Aufaddition in ein und denselbcn Kanal (der einem 
genau bestimmten Arbeitselektrodenpotential zugeord- 
nei ist) zu einer Kompensation des kapazitiven Strom- 
anteils. Dies geschieht nahezu vollstandig, da der Kapa- 
45 zitltsstrom bei konstanter Doppelschichtkapazitat (bei 
gleichem Arbeitselektrodenpotential bis auf das Vorzei- 
chen der Potentialanderungsgeschwindigkeit dU/dt 
proportional ist Lediglich die faradayschen Strompe- 
aks. die proportional der Konzentration des Redoxsy- 
50 stems sind, werden durch diesen Schaltungstrick nicht 
kompensiert, da sie bei unterschiedlichen Potentialen 
ablaufen. Man erhait also ein rauscharmes, gemitteltes 
zyklisches Voltammogramm, daB wie in Abb. 8e ge- 
zeigt, aussieht. Erst durch diese schaltungstechnische 
55 und elektronische Vorrichtung ist es moglich, mit Poten- 
tiaizyklusraten von weit iiber 100 Hz zu arbeiten. 

Beispiel 5 

60 Unterdruckung des kapazitiven Stromanteils durch 
Anwendung eines Ultra-Mikroelektroden-Arrys: 

Wird die Oberflache der Arbeitselektrode verkiei- 
nert, so verringert dich die zugehorige Doppelschicht- 
kapazitat wesentlich starker als die faradaysche Strom- 
65 dichte, d. h. das Verhaltnis von faradayschem Strom (der 
analytproportional ist) zu kapazitivem wird extrem ver- 
bessert, so daB extrem schnelle Potentiaianderungsge- 
schwindigkeiten vom > 500 V/sec m6glich werden. Zu- 
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saizlich sorgen die veranderten Diffusionsbedingungen 
fur die elektroaktive Species zu ciner andcrcn Signal- 
form. UUra-Mikroelekiroden (Durchmesser < 10 vim) 
crlauben zum Unierschicd zu einer planaren Diffusion 
bci Makroeiektroden spharische Diffusionsbedingun- 5 
gen und setzen so wenig Substanz um, daB es zu keiner 
in die L6sung hineinwachsenden Verarmungsschicht 
kommi, was sich im Voltammogramm durch eine klare 
Stufe und ein stabiles Grcnzstromplateau zeigt. Die 
Abb. 10 zeigt den Unierschicd zwischen einem zykli- \o 
schen Voltammogramm einer Spur eines Redoxsystems 
bei einer Makroelektrode und einem Ultra-Mikrociek- 
troden-Array der in Abb. 3 offenbarten geomctrischcn 
Anordnung. Das Array hat gcnau die gieichen Eigen- 
schaften wie eine einzeine Ultra-Mikroelektrode, hat 15 
jedoch den Vorzug. dafi die Slromstirke entsprechend 
der Anzahl der Elektroden vergroBert ist 

Bcispiel 6 

20 

Anordnung fur eine besonders einfache Ausfuhrungs- 
form: 

Anstelle der erzwungencn Stromung bei der FlicBin- 
jcktionsanalysc konncn vorzugsweise auch Kapillar- 
krafte herangezogen werden. Neben dem Prinzip der 25 
Papier und Dunnschichtchromatographie kannen auch 
andere Trager fur die immobilisierten Partnermolekule 
verwendei werden. Ein Beispiei dafur kann ein Stuck 
einer sauienfdrmigen Kreide (oder Sinterglas/keramik) 
darstcllen. Hier werden bei haptenahnlichen Analyten 30 
die Antikorpermolekule schon vor der Immobilisierung 
an der Kreideoberfiache mit den markiertcn Analytmo- 
ickiilen abges^ttigt Die Immobilisierung kann durch 
einfachcs Eintauchen in dieser Lcisung geschehen, wo- 
bei man die Laufstrecke beobachten kann. Die Molekiil- 35 
Assoziate werden mittels bifunktioneller Reagenzien 
quervemetzt bzw, an der Oberflache fixiert. Von dieser 
primaren immunologischen Zone wird, getrennt durch 
eine unbehandelte FlicBstrecke, eine zweite Molekul- 
Sammelzonc errichtet Aus Griinden einer hohen Emp- 40 
findlichkeit genUgt hierbei ein schmaler Bereich unmit- 
telbar am Ende des Kxeidetragers. Im Beispiei wird die 
Endoberflache mit den gieichen Antikorpem versehen, 
die auch in der primaren immunologischen Zone ver- 
wendct wurden, nur mit dem Unterschied, daB hier die 45 
analytselektiven Bindungsstellen frei sind, so daB sie die 
durch den unmarkierten Analyten in der Probe freige- 
setztcn markienen Analytmolekiile wieder aufsammeln 
und auf kJcinsiem Raum konzentrieren. Die elektroche- 
mische oder fluorimeirische Messung erfolgt dann auf 50 
der polierten Endfliche der KreidesSuIe. Die Stromung 
eines Tragerelektrolyten oder der Probe durch die Ka- 
pillarkrafte wird durch Aufsctzen eines saugfahigen 
Pfropfens auf diese Endfliche aufrechterhalten. Die ver- 
messene Probemenge muB aus der Abnahme des Pro- 55 
benvolumens ermittelt werden, 

Wird bei der Erfindung ein Triger (z, B. DurchfluB- 
Saule, Flieflpapier, Membranfilier etc. verwendet an 
dem ein Partner gebunden ist, wird dieser mittels einer 
kompetitiven Reaktion durch den unmarkierten Analy- 60 
ten vcrdrangt Er wird jedoch am Ausgang der Sauie 
noch vor der Messung emcut von immobilisierten Kom- 
plementmolekaien gebunden und dadurch zur eigentli- 
chen Messung angereichert, wobei gleichzeitig auch 
siorende Begleitstoffe durch Spulen entfemt werden 65 
konnen, bevor die extrem empfindiiche elektrochemi- 
sche oder opiische Messung rcpetitiv durchgcfOhrt wird 
und durch SignaJmittelwertbildung das Signal-zu- 
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Rausch-Verhalinis beliebig gesieigert wird. 
Literatur: 

1) S. Wusi, U. Doht, Th- Giersch, Ch. Wittmann, B. Hock, 
GIT, Fachz. Lab, 2 (1990) 99- 106. 

2) B. Hock, Z. Wasser-Abwasscr-Forsch. 22 (1989) 
78-84. 

Paientanspriiche 

1. Verfahren zur DurchfUhrung besonders empfind- 
licher Immuno-Assays und wciteren Assays, die auf 
MolekQl-Rezeptor-. DNA-komplementar-DNA- 
Strang sowie Gast-Wirtsmolekui-Wechselwir- 
kungskraften beruhen, gekennzeichnet durch 
schnellc und repetitive Messungen der Stromstarke 
oder des Fluorcszenzlichtcs und Doppelmessung 
und Vergleich/Quotientenbildung in mindestens 
zwei MeBzonen bzw. Kalibrierung analog der Me- 
thode des inneren Standards, unter Verwendung 
stabiler redox- oder IR-fluoreszenzmarkierter 
Analytmolekule bei immuno Assays und ahnlichen 
Assays. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als analyterkennende Molekule oder 
Molekulassoziationen die jeweiligen Partner der 
sich extrem selektiv verbindenden Molekul-Paare: 
Antikorper (Antikorperfragment mit Bindungsstel- 
le) — Antigen. Molekul — Rezeptor, DNA-Ab- 
schnitt — kompiementarer DNA-Abschnitt sowie 
Gastmolekul — Wirtsmolekul an besonderen 
Oberflachen und in bestimmten Zoncn verteilt im- 
mobilisiert verwendet werden. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das zum Analyten kompiementare 
Partnermoleklii an einem stationaren Trager an 
zwei getrennten Zonen immobilisiert wird, wobei 
die Molekule der ersten Zone zu Beginn einer Ana- 
lyse mit dem redox- oder fluoreszensmarkierten 
Analytmolekul abgesattigt werden. so daB dadurch 
alle Bindungsstellen blockiert sind und bei Kontakt 
mit dem nicht markierten Analytmolekul aus der 
Probe eine Verdrangung der markierten Analyt- 
molekule stattfindet, wobei letztere aber an ande- 
rer Stelle der Vorrichtung auf moglichst kleinem 
Volumen wieder gesammelt werden, bevor sic 
elektrochemisch oder optisch repetitiv bis zum ge- 
wunschten Signai/Rauschverhaltnis vermessen 
werden, 

4. Vorrichtung nach Anspruch 2 und 3, dadurch 
gekennzeichneu daB neben der Verdrangungsreak- 
tion auch eine kompetitive Bindungsreaktion zwi- 
schen dem unmarkierten Analytmolekul in einer 
Probe und dem redox- oder fluoreszenzmarkierten 
Analyimolekii!, das jeder Probe im bekanntcn Ver- 
haltnis zugegebcn werden muB, an tragergebunde- 
ne Partnermolekule ablaufen kann, wobei hier nach 
Spiilung der nicht gebundenen Molekule und Ent- 
femen der Probenmatrix die repetitive eiektroche- 
mische oder optische Messung erfolgen kann. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 2—4, dadurch ge- 
kennzeichnel, daB die betreffenden analyterken- 
nenden Komplementmolekule auf Tr age robe rfla- 
chen immobilisiert smd, die die repetitive elektro- 
chemische oder optische Messung ermOglichen, al- 
so entweder den innigcn Kontakt mit einer plana- 
ren elektrochcmischen Drei-Elektroden-MeBzelle 
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eriauben bzw. die Messung des IR-Fluoreszenzlich- 
tes ermaglichen. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 2 — 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS als Trager fur die an besiimmien 
Stellen fixierten analyterkennenden und selektiv 5 
bindenden Komplementmolekule neben dem typi- 
schen Mikrotitermaterial Polystyrol vorzugsweise 
chromatographische stationare Phasen, wie adsor- 
bentiengefullte Siulen, RP-18 ahnliche Maierialien. 
FlieSpapierstreifen, Membranfilterstreifen auf Cel- 10 
lulosebasis o. ^ die KapillarfluBeigenschaften ha- 
ben, verwendet werden. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 2—6. dadurch ge- 
kennzeichnei, dafl auf einer Probenlaufstrecke (Art 
affinitatschromatographischer Miniatursaule) min- 15 
destens eine primare immunologische (oder allge- 
mein: analytspezifisch bindende) Zone gegebenen- 
falls zusammen mit einer weiteren Sammel* und 
Anreicherungszone vorhanden ist. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 20 
zeichnet, daO die affinitatschromatographische Ab- 
trennung, Verdrangung oder kompetitive Anbin- 
dung entweder planar durchgefahrt wird, so daB 
die planare elektrochemische Drei-Elektroden- 
MeBkette ungehinderten Kontakt mit unterschied- 25 
hchen Oberflachenabschnitten finden kann und 
auch die optische Messung altemativ zwischen ei- 
nem Tragcruntergrund und den MeBzonen oszillie- 
ren kann. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 30 
zeichnet, daB als Sammel- und Anreicherungsphase 
eng begrenzte Zonen in der Proben-Fliefirichtung 
hinter der primaren immunogenen Zone (obiger 
Definition) angelegt werden, die aus den betreffen- 
den analyterkennenden und -bindenden Komple- 35 
mentmolekulen bestehen, die aber freie Bindungs- 
stellen haben und die so gesammelten redox-akti- 
ven Oder fluoreszierenden Analytmolekule der re- 
petitiven Messung zufuhren. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 40 
zeichnet, daB als zweite Sammel- und Anreiche- 
rungszone die Lipophilic der markierten Analyt- 
molekiile dadurch ausgenutzt wird, daB anstelle der 
betreffenden Komplementmolekule eine lipophile 
Zone mit 51- oder wachsgetrankter Oberflache 45 
Oder RP-18 Material verwendet wird, wobei bei 
ionalen Anaiyten dieser Phase noch ein lipophiles 
Gegenion zur lonenpaarbildung zugefugt wird. 

1 1. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Sammel- und Anreicherungspha- 50 
se fur die in der primaren Reaktionszone verdrang- 
ten markierten Analytmolekule durch eine entspre- 
chend der Molmasse des markierten Analytmole- 
kuls gewahlten Dialysemembran gegeben ist, die in 
einem gewissen Abstand zur primaren Reaktions- 55 
zone angebracht ist, und die sowohl stationar mit- 
tels aufgedampfter Elektroden wie auch demon- 
tiert elektrochemisch vermessen werden kann. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB diese Dialysiermembran zusatz- eo 
lich an der in FlieBrichtung an erster Stelle liegen- 
den Oberflache die analytbindenden Komplemen- 
tarmolekule immobilisiert enthait. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Sammel- und Anreicherungszone 65 
dadurch erzielt wird, daB das L6sungsmittel durch 
Anwendung von Hitze und Transportgas am Ende 
der Probenlaufstrecke verdampft wird. 



696 Al 

18 

14. Vorrichtung nach Anspruch 2—13. dadurch ge- 
kennzeichnct, daB die primare analyterkennende 
und -bindende Reaktionszone und die davon ge- 
trennte Sammel- und Anreicherungszone innerhalb 
eines teststreifenahnlichen Tragers mit Kapillar- 
kr^ften liegt, so daB der Transport der flussigen 
Probe durch die verschiedenen Zonen durch ietzte- 
re erreicht werden kann und keine exteme Pumpe 
notwendig ist, wobei die Auswertung uber konzen- 
trationsproportionale Strecken oder integrale Si- 
gnale uber die charakteristischen Streckenab- 
schnitte erfolgt und auch redundant ist Das Aus- 
wertgerat ist hier ein Scanner mit optischer oder 
elektrischer Messung. Bei dem elektrochemischen 
Scannen werden walzenfdrmige Arbeitselektroden 
verwandt. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 2— 14, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl die Messung der Konzentration 
der redoxmarkierten Analytmolekule auf den ent- 
sprechenden Oberflachenzonen der erfindungsge- 
maBen Vorrichtung durch die elektrochemische 
Methode der schnellen zyklischen Voltammetrie 
Oder einer anderen Methode, die ohne Netto-Um- 
satz (Substanzverbrauch) arbeiiet, mittels einer 
planaren Drei-ElektrodenmeBzelle. die zusammen 
mit cincm geeigneten Grundelektrolyten auf diese 
Stellen geprefit wird, erfolgt (Prinzip der Dunn- 
schicht-MeBzelle). 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die planare oder quasi-planare 
elektrochemische Drei-ElektrodenmeBzelle anstel- 
le einer Makro-Arbeitselektrode aus einem Edel- 
metall, wie Platin, Gold o. iL ein Ultra-Mikroelek- 
troden-Array aus den gleichen Materialien mit Ein- 
zelelektrodendurchmessern < 10 p^m enthalt, um 
den bei schnellen zyklischen Voltammogrammen 
stark ansteigenden kapazitiven Strom zu verklei- 
nem. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 15 und 16, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Arbeitselektrodc oder das 
dazu benutzte Ultra-Mikroelektroden-Array in die 
betreffenden Zonen des Assays integriert sind. 

1 8. Vorrichtung nach Anspruch 15—17, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das zykiische Voltammogramm 
mit einer hohen Repetitionsrate im Bereich 1 bis > 
100 Hz nicht wie ublichcrweise auf einem X-Y- 
Schreiber, sondern auf einem elektronischen Mit- 
telwertbildner registriert wird, der so geschaltet ist, 
daB die digitaiisierten Stromsignale in beiden Po- 
tentialrichtungen auf ein und denselben spannungs- 
proportionalen Kanal addiert werden, was wegen 
des unterschiedlichen Vorzeichens des kapazitiven 
Stromanteils bei den unterschiedlichen Anderungs- 
richtungen einer nahezu 100%igen Kompensation 
dieses storenden nichtfaradayschen Stromes 
gleichkommt, wahrend die konzentrationsabhangi- 
gen Stromspitzen der Redoxmoiekule bei unter- 
schiedlichen Potentialen auftreten und daher sich 
gegenseitig nicht kompensieren. 

19. Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Arbeitselektrodc das Ultra- 
Mikroelektroden-Array verwendet wird 

20. Vorrichtung nach Anspruch 15 — 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der MeBvorgang eines Anaiyten 
automatisch computergesteuen in der Weise ab- 
folgt, daB sowohi die von der Anordnung aufge- 
nommenc Probemenge als auch die Sammelzeit re- 
produzicrbar eingehalten werden und die repetiti- 
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vc elektrochcmischc Messung jeweils mit gleicher 
Zahl an AdditionszykJen, die von dem Signal/ 
Rauschverhaitnis abhangt, durchgefuhrt wird 

21. Vorrichtung nach Anspruch 20, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Redox-Marker-Molekuie die 
mit dem Analytmolckal kovaJent vcrkniipft wer- 
dcTu Redox-Systcme mit besonders hoher Stan- 
dardaustauschstromdichte verwcndet werden die 
sich im betreffenden L6sungsmittel oder in der Pro- 
benmatrix Idsen. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21. dadurch ge- 
kennzeichnei, daB als besonders reversible Redox- 
Systeme wasserlosliche. stabile und lagerfahige 
Ferrocendenvate, Ruiheniumkomplexe, Hydrochi- 
none, Hexacyanoferrat (II/III), Jod/Jodid o a ver- 
wendct werden, die uber Spacermolekule mit dem 
Anaiytmoiekui verbunden werden. 

23. Vorrichtung nach Anspruch 2-14, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Markermolekiiie fur die re- 
petiuve optische Detektion stabile, lagerfahige spe- 
ziel e MolekQie verwendet werden, die Ucht der 
We leniange > 700 nm absorbieren und im lang- 
welligeren Bereich wieder als Fluoreszenzlicht 
emittieren, 

24. Vorrichtung nach Anspruch 23. dadurch ge- 
kennzeichnet daB als MolekUlklasse fur die vorteii- 
hafte IR-Fluoreszenzmarkierung das Bis-isothio- 
cyanat.Derivat von 2.(4^chloro-7'(3"-ethYl- 
2'.benzothiazolinyliden)-3',5'-(r"-propaned- 

yl)- 1 '^'^'-hcptatrien- 1 'yI)-3-ethyIbenzothiazoIium- 
bromid, Porphyrinderivate mit groBen 2n+l Pi- 
Eleku-onensystemen oder Phthalocyanine verwen- 
det werden. die sich auch durch besonders hohe 
txtmktionskoeffizienten auszeichnen. 

25. Vorrichtung nach Anspruch 2-14. dadurch ge- 
kennzeichnet daB die repetitive optische Messung 
die dem Mittelwertbildner zugefuhrt wird dadurch 
erreicht wird, daB abwechselnd die zu messende 
fluoreszierende Oberflachenzone und der Trager- 
untergrund an einer nicht mit der Sammelphase 
Oder den Komplementarmolekulen bedeckten Siel- 
le gemessen wird, was durch eine Relativbewegung 
des optisches Strahles erreicht werden kann 

26. Vorrichtung nach Anspruch 2-14. dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als optische Anregungsquelle 
ansielle emer weiBen Lichtquelle und eines Mono- 
chromators erne intermittierend betriebene Laser- 
diode imlR-Wellenlangenbereich mit hoher Strah- 
iungsdichte, Monochromasie und Streulichtfreiheit 
zusammen mit einer Lock-In Verstarkungstechnik 
verwendet wird 

27. Verfahren zur Konzentrationsbestimmung ei- 
nes Partners eines sich chemisch selektiv erkennen- 
den komplementaren Molekulpaars (Antikorper- 
Antigen, Rezeptor-Rezeptormolekul, DNA-Se- 
quenz-komplementarer DNA-Strang. Gast-Wirts- 
moiekul) mitteis eines Immuno-Assays nach den 
Anspnichen 1-26, dadurch gckcnnzeichnet, daB 
redox- und fluoreszcnzmarkiene Analytmolekiile 
eingesetzt werden und die elektrochemische bzw 
optische Messung der Verteiiung dieser markierten 
Molekule in den verschiedenen Zoncn der Tesivor- 
nchtung ohne Materialvcrbrauch erfolgt. so daB 
beliebig viele repetitive Messungen mOglich sind 
28 Verfahren nach Anspruch 27 und Anspruch 1 
dadurch gekennzeichnet, daB die repetitivcn Mes- 
sungen m reproduzierbaren Art und Weise cinem 
Signalmittclwertsbildner zugefugt werden, so daB 
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das Signal/Rauschverhaitnis zwischen dem fara- 
dayschen Strom und dem Untergrund sowie der 
Oberflache mit den fluoreszierenden Moleklilen 
und der frcicn Trageroberflache enischeidend ver- 
besscrt wird 
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Abb. 4 




Wellenlange [nm] 



FLuoreszenz-Spektrum: [26] Porphyrin- (3.3. 3.3) 

Anregungswellenlange. X = 546 nm 




Wellenlange [nm] 

FLuoreszenz-Spektrum: [3U] Porphyrin-(5.5.5.5) 

Anregungswellenlange: X = 578 nm 
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Die Synthese von 3- Ferrocenylpropionsaure 
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Abb. 6b i-C3H7 — HN-" ^N^ ^NH— (CH2)6-NH2 
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Die Umsetzung von B-Ferrocenylpropionsaure mit 
einem aminofunktionialisierten Triazin zum Konjugat 
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Stromstarke: 15MA/cm, Scanraten: 

A: 160 mV/sec 
B: 80mV/sec 

C: 26.7mV/sec 
D: 13.3 mV/ sec 



308 043/435 



ZEICHNUNGEN SEITE 9 



Nummer: 
Int. CI. 5; 

Offenlegungstag 



DE 42 16 696 A1 
G 01 N 33/53 

28. Oktober1993 



Abb. 8a 




Umkehrpunkt 
der Spannung 



Methode: Cyclische Voltammetrie 
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